
PATENT 

IN THE UNITED STATES PATENT AND TRADEMARK OFFICE 

Docket No.: MORENO-LOPEZ 



foJ 



In re PATENT Application of: 
SONIA MORENO-LOPEZ & 
MARCOS TIMON-JIMENEZ 

Appl. No.: 10/816,465 
Filed: April 1, 2004 

For: MEANS FOR ELICITING AN IMMUNE 

RESPONSE AND A METHOD THEREFOR 



) 

) Examiner: Anne Marie 
) Sabrina Wehbe 

) 

) Group Art Unit: 1633 
) Confirmation No.: 8524 

) 
) 
) 



SUBMISSION OF PRIORITY DOCUMENT 



Commissioner for Patents 
P.O. Box 1450 
Alexandria, VA 22313-1450 

SIR: 




I hereby certify that this correspondence is being deposited with the 
United States Postal Service with sufficient postage as first class mail in 
an envelope addressed to "Commissioner for Patents, P.O. Box 1450, 
Alexandria, VA 22313-1450", on January 23. 2009. 

(Date) 

URSULA B. DAY 



Name of Registered Representative 
Signature \ \J3ate of Slgnatu/e ' 



Applicant submits a certified copy of the priority document 101 48 697.9 
under 35 U.S.C. §119(a)-(d). 

The Commissioner is hereby authorized to charge any fees which may be 
required, or credit any overpayment to Deposit Account No.: 06-0502. 



Date: January 23, 2009 
708 Third Avenue 
Suite 1501 

New York, N.Y. 10017 
(212) 244-5500 
UBD:be 




spectfully submitted, 



ula B. Day 
Attorney for Applicant 
Reg. No. 47,296 




BUNDESREPUBLIK DEUTSCHLAND 




Prioritatsbescheiniguog 
DE101 48 697.9 
iiber die Einreichung einer Patentanmeldung 



Aktenzeichen: 



101 48 697.9 



Anmeldetag: 
Anmelder/lnhaber: 



02. Oktober 2001 



Mologen Forschungs-, Entwicklungs- und Vertriebs 
GmbH, 14195 Berlin/DE 



Bezeichnung: 
IPC: 



Mittel zur Verbesserung der Immunantwort 



A 61 K 39/39, C 12 N 15/63, C 12 N 15/1 1 



Die angehefteten Stucke sind eine richtige und genaue Wiedergabe 
der am 30. April 2003 eingereichten Unterlagen dieser 
Patentanmeldung, hinterlegt mit dem Prioritatsbeleg vom 
02. Dezember 2002 bei der World Intellectual Property Organization. 



Munchen, den 13. Marz2008 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Der President 

lm Auftrag 




Nltschke 



Deutsches Patent- und Markenamt 



Deutsches Patent- und Markenamt ♦ 80297 Munchen 



Munchen, den 13. Marz 2008 
Telefon: (0 89) 21 95 - 261 5 
Fax Priostelle: (0 89) 21 95 - 2650 
Aktenzeichen: 101 48 697.9 

Anmelder/lnhaber: Mologen Forschungs-, Ent- 
wicklungs- und Vertriebs GmbH, 14195 Ber- 
lin/DE 

Ihr Zeichen: 



Bitte Aktenzeichen und Anmelder/lnhaber bei 
alien Eingaben und Zahlungen angeben! 



Bescheinigung uber Bearbeitungsdauer eines Prioritatsbeleges 
im Deutschen Patent- und Markenamt 
zur Vorlage fur Anmeldung in 



Mit dem Schreiben vom 07. Marz 2008 wurden von der Anwaltssozietat Hertin Prioritatsbelege zum Ak- 
tenzeichen DE 101 48 697.9 beantragt. 

Die Prioritatsbelege konnten aufgrund besonderer umstande trotz mehrfacher Mahnungen und telefoni- 
scher Nachfragen durch den Antragssteller (Anwaltssozietat Hertin) vom Deutschen Patent- und Marke- 
namt nicht fristgerecht gefertigt werden. 

Es wird bestatigt, dass die verspatete Bearbeitung durch das Deutsche Patent- und Markenamt verur- 
/jjapht wurde. 



Im Auftrag 

Nitschke Nitschke 



Dokumentenannahme 
und Nachtbriefkasten 
nur 

Zweibruckenstrafte 12 



A 91 1 2 S-Bahnanschluss im 
(P""io) Munchner Verkenrs- und 
8.07 Tarifverbund (MW): 



Hauptgebaude: 
Zweibruckenstra&e 12 

Markenabteilungen: 
Cincinnatistrafie 64 
81534 Munchen 

Zweibnlckenstr. 12 (Hauptgebaude): 
S1 - S8 Haltestelle Isartor 



Hausadresse (fur Fracht): 
Deutsches Patent- und Markenamt 
Zweibruckenstrafie 12 
80331 Munchen 



Schwere-Reiter-Straae 37 
Ondnnatistraae 64 



Telefon: (089)2195-0 
Telefax: (089)2195-2221 
Internet: http://www.dpma.de 

Zahlungsempfanger: 

Bundeskasse Weiden 

BBk Munchen 

Kto.Nr.: 700 010 54 

BLZ: 700 000 00 

BIC (SWIFT-Code): MARKDEF1700 

I BAN: DE84 7000 0000 0070 0010 54 



MOLOGEN Forschungs-, Entwlcklungs- und Vertriebs GmbH 
Fabeckstr. 30 

14195 Berlin . 



XI 628/01 



Mlttel zur Verbesserung der Immunantwort 




Beschreibung 

Die Erflndung betrifft ein Mlttel zur Verbesserung cjer Immunantwort durch Kopplung 
von transfervermfttelnden MolekQlen an Genexpressfonskonstiiikte, dessen Herstel- 
lung und ntitzllche Verwendungsmftgllchkelten. 



• i 
1 
-l 
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Die Erfindung betrifft das Gebiet der genetlschen Immunlsierung. 

Die genetische Immunlsierung beruht auf dem Prinzip, daft nicht wie herkommllch 
Antigene, sondern nur noch elnzelne Expressionsttonstrukte mit de$ zu exprimle- 
renden Genen geimpft werden. Diese kodieren fQr immunogene Protelne viraler, 
bakterieller oder parasltSrer Erreger Oder bei malignen Erkrankungen speziflsch 
exprimierter bzw. prasentlerter Antigene. Dem Impfling Wird somit ledigllch die gene- 
.tische Information zur Herstellung des fremden Proteins verabrelcht, worauf die 
KOrperzelien das ftemde Protein selbst herstellen und" anschlleBend gegen dieses 
k6rperfremde Protein elne effiziente Immunantwort ausgebildet wird. 

Hinterorund der Erfindung 

Der Schutz vor Infektionskrankhelten und auch das Prinzip der Immunlsierung ben> 
hen auf der Wiedererkennung von Strukturen von in der Vergangenhelt erfoigrelch 
bekampften Erregem durch das Immunsystem. 
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Dabei werden zwel Hauptwege unterschieden: das humorale, welches auf der Syn- 
thase von AntlkSrpern durch B-Lymphozyten aber auch humoraten Komponenten 
. der nlcht-adaptlven Immunitat, dem.KomplementsystQm beruht, und das zellulSre 
Immunsystem, welches auf der AktiyitSt von T-Lymphozyten, NK-Zellen und anti- 
5 genprasentiQrenden Zellen des Immunsystems beruht T«Lymphozyten sind in der 
Lage, mit Viren inflzierte Zellen zu erkennen, Man weift heute, da& der zellulare Arm 
des Immunsystems durch Atttvierung von sog. Typ- 1- Helferzellen und der humora- 
le Arm, durch Aktlvierung von sog. Typ-2-HelferzelIen Induziert wlrd (Mosmann at aL, 
J. lmmunoL1986, 136(10): 3561-6). Entsprechend wlrd der zel!uj§re Arm auch als 
10 TH1 pathway und der humorale Arm als TH2 pathway bezeichnet Extrazelluiar vor- 
llegende Bakterien werden In der Regel durch den TH2 Arm bekSmpfL Der TH2 Arm 
1st ebenso wlchtlg fQr die Neutralisierung von Bakteriengiftenund fdr die Bekamp- 
fung verschledener Parasiten, die sich Im extrazellul&ren Raum im Kftrper befinden, 

■ Infektionserreger, die sich vor allem Intrazeliuiar aufhalten, wle es fQr einzelne Bak- 
15 terienarten und alia Viren bekannt ist, werden dagegen hauptsSchlich durch den 
TH1 Arm, also durch zytotoxlsche Zellen, bekampft 

Zum Einschleusen der die Immunogenen Antlgene oder Telle davon kodlerenden 
DNA ins Zellinnere sind verschledene chemische, physikallsche und biologische 
Transfektlonsmethoden bekannt. 

« • 

20. Biologische Mittel zur Transfektlon. sog. GenfBhren, sind virale Vektoren, Piasmide 
oder kovalent geschlossene DNA- Konstrukte {vgl. EP 0914 318 B1)> Bel der in vivo 
wle auch der in vitro Transfektlon stellt slch das Problem der effizienten sowie ziel- 
gerichteten, Transfektlon. Aus diesem Grunde wurde versucftt, Transfektionsmetho- 
den zu optimleren. Verschiedene Peptide und andare organische MoIekGle wunden 

25 an die GenfShren Qber unterschledllche Bindungsarten gekoppelt Ebenso wurden 
durch Kopplung von Liganden die Ligand-Rezeptor Wechselwlrkungen zur verstark- 
ten Aufnahme der Genfahren ausgenutzt (Fraser et al„ 1998, Semln. Immunl.,' 10 
(5): 363-72). 

Durch kovalente Kopplung das Kernlokaiisationsslgnal (NLS) aus dem SV 40 Virus 
30 an fOr das Hepatitis small surface Antigen (HbsAg) kodlerende Expressionskasset- 
ten konnte ain 1 0- bis 1 5-f aoh erhtthter Antlkttrpertiter nach intramuskuiarer Applika- 
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■ tlon nachgewiesen warden (Schlrmbeck ©t al., J. Mol Med. 2001 Jun;79 (5-6):343- 
.50). Es wurde eln Unterechied In der Isotopenvertellung der Anttkdrperantwort ge- 
funden mit einer stariten Obergewichtung des Th2-spesdflschen igG1-Subtyps naoh 
Intradermaler Appllkation mlt partikelgebundener DNA C.Gene-Gun2") und elnem 
6 Obergewlcht an Thl-spszfflschem Subtyp lgG2A nach Intradermaler Applikatton. Es 
wurde keln Unterechied der Subtypenvertellung gefunden. der mit den Vektoren 
(Plasmld, minimalistlscher Vektor) korreilerta. 

Auch wurde das elf Aminosauren lange T-Peptidfragment (YGRKKRRQRRR) dee 
HIV-1 Genprodukte TAT verwendet, um 200nm grofte Liposomen In Zellen einzu- 

1 0 schleusen. Die erfolgreichen Experimente veriangten jedoch eine Konzentration von 
rund 500 T-Peptiden pro Llposom (Torchllln et ai., PNAS 2001 , 98(15): 8786-8791). 
• Der Nachwels. dass es eine Me'mbran-durchdrlngende Funktlon aufwelst, welche 
den Transport von Proteinen oder Peptiden in Zellen unterstutzt, gelang Frankel 
(Frankel et al., 1988, Cell. 55: 1 179-1 188, Green et al.. 1988, Cell. 55: 1 179-1 1 88, 

.15 US 5670617). 

■ Eb 1st far die Imofupa bzw. immuntherapie w» rspHtadenBr Krankhelten offenbaf VQT - 
^ [[haft. eine TM-tvpischa Immunreaktio n aj arzeuoen. Insbesondera q||t dies fOr 
Intrazeliulare Parasltan wis 1 a jshmanla unrl Malaria, sowin virgle Prkrgpkupqen Wle 
HIV. Jades Mlttal. welches dia Auaoraq unn der Tn2-Antwort nach Mektion ypn DNA 
20 v/a^tarkt. |a In diasem Sinne vartellhaft fQr die Erzeuqunq ftinas wlrkunqsvpller) 
[mpfechutzeg, 

Aufgabe der Erfindung 1st es, eln Mrttel zur Verfilgung zu stellen, welches eine pro 
Menge elngebrachter DNA-Expressiqnskonstrukte starkere sowle zelliilar vermittelte 
(Th1) Immunantwort erzeugt ale die im Stand def Technik beschriebenen Mlttel. 

25 Gelost wird die Aufgabe dureh die unabhangigen Anspruche. 

Es wurde gefunden. dass durch die kovalente Blndung elnes Peptides mit einer Pn> 
teintrsnsduktionsdomane oder einer KemlokalisaUonsdomane an die Haamadel- 
schlelfe der kovalent geschloseenen DNA Konstrukta (MIDGE © genannt), die Effi- 
zlenz der Transfektlon von ZBllen slgnlflkant erhoht wird. 
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Es wurde das Qbenraschende und nlcht zu erwartende Ergebnis gefunden, dass das 
transduzlerende Sequenzelement des TAT Peptides ein NukleinsSurekonstrukt 
transportieren kann, welches urn Gra&enordungen grGBer 1st als seln natGrtlches 
Substrat Dieses Ergebnis war de'swegen nicht zu erwarten, well blsherige Untersu- 
chungen nur mit wesentllch kleineren Molekulen einen Effekt zeigten. Dowdy et al. . 
zeigten, dass die Fusion dleser Peptidsequenz an ProteinmolekOle ausreichend 1st, 
um ein 120 kDalton grades Protein in Zellen zu transportieren (Dowdy et al, 2000, 
Trends Pharmacol. Sol., 21 (2): 45-8), Ed sollte daher tlberpruft werden, ob das von 
TAT abgeleitete T-Peptid auch in der Lage 1st, nochmals erhebllch grOUere DNA- 
Expresslonkonstrukte zu transduzieren. Dlese Annahme ist schon wegen der Mote- 
kulgrdfie (fOr ein 1800 bp groftes Expresslonskonstrukt Uegt diese bei ca. 1,2 MDah 
ton) sowie die vqllkommen andere MolekQIform weder trivial nodh nahellegend. 
Wahrend Protelne und Peptide nSmllch allgemein in globuiarer Form vorliegen, sind 
nlcht topologlsch gespannte DNA-MolekOle In erster NSherung als lineare MolekQIe 
zu betrachten. Hinzu kommt fQr die Betrachtung ihrer Verschledenhelt von Proteinen 
noch die Oberfl&chenladung durch die Phosphatgruppen, die DNA zu elnem stark 
negativ geladenen MotekOI machen. 

Ferner wurde aus dem Simian Virus SV-40 eine Peptidsequenz chafaktertsiert, wel- 
che ein Kern-Lokallsierungssignal (Nuclear Localization Signal = NLS) darstellt Des 
Vorhahdensein solcher Sign&sequenzen, die fOr den Import von ProteinBn In den 
Zellkem notwendig sind, sind aus mehreren Organismen bekannt MolekOle, die 
grafter als 60 kDa sind, kbnnen nur mit Hilfe elner Kern-Signateequenz in den Zell- 
kem transportlert werden. Speziell fOr das SV-40-NLS wurde gezelgt, dass Proteine 
bis zu 465 kDa zum Zellkern gesteuert warden (Lanford et al. 1986, Cell 15; 46 (4): 
575-82). Diese Ffthlgkelt des Peptlds wurde hier durch Kopplung an DNA'filr die 
Verbesserung des Gentransfers genutzt. . Die verwendete Peptidsequenz Ist 
PKKKRKV 

Erflndungsgem&li ist ein Verfahren zur Herstellung derartiger NukleinsSurekonstruk- 
ta zur Transkription von RNA-MolekOlen In elner Zelle oder einem Zellverbund vor- 
gesehen (beruhend auf derEP 0 941 318 B1), wobel das NukleinsSurekonstrukt 
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• aus einem zlrkulSren Strang Desoxyribonuklelnsaure mit elner tellweise 
zuelnander komplementaren, antlparallelen Basensoquenz besteht, so 

dass ein hantelf&rmlges Konstrukt entsteht, 

■* i 

• wobe! der zuelnander komplementSre, antlparallele Basenabsohnitt im 
wesentlichsn aus einem Promoter, einem kodierendem Bereich und ent- 
weder einem Poly(A)-Additlonsslgnal Oder elner anderen RNA- 
stabiiisierenden Sequenz besteht, 

und der nlcht komplementare Basenabsohnitt zwei Schlaufen fHaama- 
. defechleifen') eirizelstrangiger Desoxyrlbonukleins&ure bildet, die jeweiis 
das 5 f - und S'-Ende des komplementaren, antlparailelen Basenabschnltte 
kovalent miteinander verbinden, * 

besteht, wobei ■ ■ 

• mit Hllfe wenlgstens eines der folgenden Oligonukleotide (ODN 1 Oder 
ODN 2) 

ODN 1 : 6-PH-AGG GGT CCA GT XT TTC TGO AC 
ODN'2: S'-PH-GGG AGT CCA GT XT TTC TGG AC, 



wobei X einen AminbsSurerest kennzeichnet, 

die Haamadelsohtelfe ausgebildet wlrd, 

• und mitteis eines Crosslinkers wenigstens eine onganische MolekOlver- 
20 bindung kovalent mit dieser Haarnadelschtelfe verbunden wird. 

Dieses Verfahren erm&gllcht die kovalente Bindung von MolekGlen'sn die Nuklein- 
saurekbnstmkte. Die kovalente Bindung ist aus den oben beschrlebenen Grtinden 
deutlich bevorteilt, da die Effekthritat der Transfektlon und damlt auch letztlioh der 
Transkriptlon aufgrund der starken kovalenten Bindung erhOht Ist. 



w3 
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Dankbar sind alletdlngs auch and e ra aauivalente KonstruKtformlerMnqe ii 

. Die Vorteile der Erfindung lassen sich mithln wie folgt zus.ammenfassen. 

• Mlnimalistische NuklelnsSurekonstrukte werden so modiflziert, dass die Im- 
rnunantwort vertoessert wlrd. 

5 • dlese mbdlfizierten minimalistlschen Nuklelnsaurekonstrukte fQhren eine 
( verstarfct zellular vermittelte Immunantwort herbal. 

i 

. Weltere vortellhafte Maftnahmen sind in den Gbrigen Unteransprtichen beschrieben; 
die Erfindung wird anhand von AusfQhrungsbelspialen und der Figuren naher be- 
schrieben. 

10 Ausfuhrunosbelspiele 

1. Aktivierung der Oligodesoxyribonukleotide (ODN) zur Kopplung von Thiol- 
funktionali8ierten MoiekGlen 



Hp | 
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Die Kopplung von MolekQIen wie Peptlden, Zuckem oder anderen Naturstoffen ist 
genereil Qber eine VIelzahl von chemtechen Reaktlonen denkbar, Es sind Sfandard- 
reaktionen zur Herstellung von Amid-, Ester- Oder Imidbindungen aus dem Reper- 
toire der organischen .Synthesechemie hinrelchend bekannt Zur konzeptloneilen 
Oberprofung wurde hler die Reaktton einer Thiolgruppe, die am zu koppe|nden Mo- 
lekul vorhanden War, mit einer Mafelnsaureimldgruppe am NuklelnsauremolekQI 
verwendet. Die Maleintmidgruppe wurde Ober die Reaktlon eines bel der Synthese 
des ODN eingefOgten Aminorests (mit X gekennzeichnet) mit einem kommerziell 
erhSltlichen blfunktlonellen Kopplungsreagenz Qber eine Transamidierung des im 
Koppiungsreagenz vorilegenden NHS-Carbonsaurederlvats in die Nukleinsaure- 
komponente der Reaktion eingefQhrt. Es wurden zwel verschtedene ODN Sequen- 
zen verwendet: . 

S'-PH-GGG AGT CCA GT XT TTC TGG AC CTIB-Molbiol, Berlin, Kurzbezelchnung: 
ODN .1). wobei PH fOr am 5 # -OH phosporyilert und X fOr Aminomodifikation Desoxy- 
uracil steht 
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sowie 

5'-PH-AGG GGT CCA GT XT TTC TGG AC (TIB-Molblol, Berlin, Kurzbezeichnung; 
ODN2). 

Das aminomodiftelerte ODN wurde wie folgt zur Kopplung umgesetzt: 

Der Crosslinker zur kovalenten Blndung' (hier sulfo-KMUS N- 
(Maleimldoundecanoyloxy) sulfosucdnimld) in DMF. PIERCE Produkt-Nr. 21111) 
wlrd In vler gleichen Tellen Im Abstand von 30 min zu den Amlno-ODN (0,1 mM 
Endkonzentration) gegebeh, bis elne Endkonzentration von 5 mM errelcht 1st. Die 
Reaktion erfolgt fQr zwei Stunden in elnem Crossllnk-Kopplungspuffer (50mM NaH- 
P0 4 , 75mM NaCI, pH 7,6) bei 37°C. Anschlle&end wird die Reaktion durch Zugabe 
von Tris-HCl (pH 7,5; 50 mM Endkonzentration) gestoppt. Die aktivlerten Amino- . 
ODN werden Ethanol-prazlpitiert (300 mM NaOAc pH 5,3; 20 mM MgCl a ; 2.5-faches 
Reaktlonsvolumen 1 00 % Ethanol abs.) fQr 30 min bei -70 C. Das Prazlpitat wird. 30 
mln bei 15!oOO rpm (4 C) zentrtfugiert und unter glelohen Bedingungen fur 15 min 
mit 70 % Ethanol. gewaschen. Die aktlvierten Amlno-ODN warden abschlieRend In 
Wasser (MllliQ-QuaJltat) aufgenommen und bis zur Kopplung bei -20 Ceingefroren. 

2. Kopplung von T- Peptid an aktMerte Ollgodesoxyribonukteotide (ODN) 

Die unter 1, beschriebenen aktlvierten Amlno-ODN werden in Kopplungspuffer (1x = 
50 mM NaHPO*. 75 mM NaCI, pH 7,0) aufgenommen, so. dasa sioh elne 0,1 mlllimo- 
lare Endkonzentration erglbt Anschlieftend wlrd das In Wasser gelbste T-Peptld mlt 
der Sequenz YGRKKRRQRRRGGGC In 0,2 mM Endkonzentration zugegeben. Die 
Reaktion erfolgt fQr elne Stunde bei 37 C. 

Die relnigung und Trennung der resultierenden Peptld-gekoppelten Ollgodesoxyrl- 
bonukleotlde (T-ODN) von den nicht-gekoppelten ODN erfolgt mlttela reversed pha- 
se HPLC. Die elnzelnen Fraktlonen werden gelelektrophoretlsch analysiert. Die 
HPLC-Fraktlon mlt den T-ODN wird in der Vakuumzentrifuge elngeengt und in Mll- 
IIQ-Wasser aufgenommen. Die modlfizierten ODN werden Ober eine Nukieosil-300 
C16 Saule (10pm, 250mm Langs x 8mm mnendurchmesser) HPLC gerelnigt. Der 
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Gradient verlauft von 0% Puffer A (100mM Ammoniumcarbonat) auf.42% Puffer B 
(80% Acetonltril) In 47m!n be! einer Flussrate von 2,4ml/min. 

3. Kopplung von SV-40 NLS Peptld an aWMerte ODN 

Die unter 1. beschriebenen aktlvlerten Amlno-ODN werden in Kopplungspuffer (1x = 
50 mM NaHPO,, 75 mM NaCI. pH 7,0) aufgenornmen, so dass slch eine 0,1 mlllimo- 
lare Endkonzentration erglbt Anschlielierid wlrd das in Wasser geloste. Peptld SV- 
40 NLS mit der Sequenz PKKKRKVEDPYC In 0.2 mivi Endkonzentration zugege- 
ben. Die Reaktion erfoigt bel 37 S C fQr eine Stunde. 

Die Relnigung und Trennung der resultierenden Peptid-gekoppeltep ODN von den 
nioht gekoppelten ODN erfoigt mittels Reversed Phase-HPLC. Die elnzelnen Reak- 
tionen werden gelelektrophoretlsch analysiert. Die HPLC-Fraktiori mlt.den NLSODN 
wlrd in einer Vakuumzentrifuge elngeengt und in MiillO-Wasser aufgenornmen. 

4. Herstellung von MIDGE - HbsAg T-Peptid 

MIDGE® (MINIMALISTIC IMMUNOLOGICALLY DEFINED GENE EXPRESSION 
VECTORS) sind Expressionskassetten, die aus dem CMV Promofor, elnem Intron, 
der entsprechenden Gensequenz und einer Polyadenyllerungssequenz bestehen. 
Die Konstrukte wurden wle folgt erhalten: das Plasmid pMOK HbsAg (TIB-Molbiol, 
Berlin) wurde mft Eco 311 vollstandig verdaut. Die Ligation mit 5' phosphoryliertan 
haamadelformigen ODN 2, an das dasT-Peptld entsprechend 1. gekoppeltwar, und 
ODN 1 erfblgte durch T4 DNA Ligaee in Anwesenhelt von Eco 311 und wurde durch 
Erhltzen auf 7Q °C gestoppt. Das resultierende Gemlsch wurde kd>nzentrlert und mit 
Eco 311 und T7 Polymerase In Abwesenheit von Desoxyribonukleptid-Triphosphateh 
behandelt. Die Aufreinlgung erfolgte durch Anlonenaustau^chohromatographie. Der 
Nachweis der erfolgrelchen Kopplung der verschiedenen Ugandan an die MIDGE 
erfolgte durch Restriktionsverdau. Durch gelelektrophoratischeh GrOBenvergleich 
der vom MIDGE Vektor (mit BamHI bzw. EcoRI) abgeschnltteneo ODN mit entspre- 
• chenden Kontroll-GDN wurde bestfitlgt. dass die Vektoren mit Peptide gekoppelt 
waren. 

Die Heratellung von MIDGE-NLS erfolgte entspreohend. 
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Eig§fenj8§e 

Die Ergebnisse sind in den Figuren 1. 2, 3 und 4 graphisch dargestellt.Dabei zeigt 

Flg.1 ELISA for Gesamt-lgG-HbsAg-Bestlmmung In 

Mausen 



25 



Flg.2 

Fig. 3 
Fig. 4 



ELISA fur Gesarfrt-lgG-HbsAg-Bestimmurig 
nach Boost mlt 1ug DNA; 

Bestlmmung der IgG Isotypen IgG 1und |gG 2a. 
Verhaltnis IgG 2a/lgG 1 



HbsAo Antlk6m ertiterbastimmuno In Mausep 

Es wurden fur das Hepatitls-B-Oberfiachenantlgen kodierende MIDGE hergestsllt 
Der Naohweis der Expression erfolgte durch Antlkbrpertiterbestimmung gegen das 
Hepatitis B Antigen mittels ELISA. Die MIOGE-Hersteilung erfolgte entsprechend 
AusfOhrungsbelsplel 4. Im Elnzelnen wurden unmodifizierte MIDGE und MIDGE mit 
einem Liganden, namllch Migde-NLS und MIDGE-T hergestellt. Ate zusatzllche Kon- 
trolie wurde das Plasmld pMOK HbsAg elngesetzt. Als Negativkontrone wurden die 
Seren unbehandeiter Mause benutzL 

MIDGE (unmodifizlert.sowie modlfiztert) und Plasmid wurden ln.(Balb/c) Natrium- 
phosphat pH 7,2 in einem Volumen von 50 pJ intradermal in Mause injizlert. Die 
DNA- Mengen betrugen 10 ng bzw. 1 m pro Tier pro Impfung. Pro Gruppe wurden 5 
Mause verwendet Nach 11 Wochen erfolgte sine 2. Impfung (Boost). Die Antikor- 
pertlterbestimmung aus Serum erfolgte nach Woche 2, 4 und 8. Die Ergebnlsse sind 
. In Fig. 1 dargestellt. Bel eingesetzten 10 fig DNA zeigt sich in der vierten Woche eln 
deutlicher Anstfeg des Gesamt-lmmunglobulln-G (IgG) Titers und damit die verstark- 
te Expression von HbsAg alter MIDGE Konstrukte gegenuber dem Plasmid. Den 
grolSten Effekt die modlfizlerten MIDGE. Die Fehlerbalken stellen die Standardab- 
weichung dar. Eingesetzte 1yg DNA fOhrte zunachst zu keiner nennenswerten 
Steigerung des HBsAg Titers in Woche 4 (Ergebnlsse nicht gezelgt); Jedoch zelgte 
slch Qberraschenderwelse aln starker Anstieg des Titers nach dem Boost mlt 1ug In 
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Uberraschenderwefse eln starker Anstieg des Titers nach dem Boost mlt 1 fig In Wo- 
che 11. Wlederum zelgen die modlfizlerten MIDGE den starksten Effekt (sieh© Figu- 
ren). Diese Ergebnisse zeigen, dass auch mit minimaler DNA Konzentratlon durch 
MIDGE ein hoher HbsAg Antik8rperttter errercht wird. Auch hier 1st der Vorteil der 
verbe8S8rt©n Aufnahme der Expresstonskonstrukte durch die Zellen und deren er- 
folgrelohaf Elntritt In dan Zelikern von mlt den Ugandan gekoppetten MIDGE eindeu- 
tlgslchtbar. 



Dies©. Ergebnisse slnd insofern sehr Oberraschend, da sle mit einsr erheblich gerln- 
geren DNA-Menge ©rzielt warden konnten, ate bisher for die Immunlsierung mlt 
10 nicht adjuvantierter DNA ohne partikuiar© Formullerung In dar Uteratur beschrieban 
wan FQr dl© Immunisierung mlt HbsAg-kodlerenden Genexpresslonskonstrukten 
geht man allgemein von ©iner Menge von 30 - 100 ^tg Plasmid b©i IntramuskulSrer 
oder Intradermals Injektion aus (Schirmbeck ©t al. s 1S98, Vaccine. Vol.1 6, No.9/10: 
949-S54). , 

15 Die Ergebnisse warden anhand der FiguVen Im Detail nachfolgend beschrieben; 



20 



Fig.1 zeigt die Bestlmmung des Gesamt IgG HbsAg Titers. Der Titer wurde mlt mit- 
tels EUSA Verfahren beatJmmt, wobel die Absorptiort In OD (Optische Dichte) bei 
einer WelleniSnge von X = 406 nm bestimmt wurde. Als Vengleioh wurden Plasmid . 
und unmodifizierter MIDGE elngesetzt. Die MIDGE mit den verschledenen Kopplun- 
gen zelgen eine deutliche ErhOhung des Antfkflrpertiters, die auf elne verst&rkte 
Expression des HBsAg hinweist Dabel bedeutet: 



pMOK; Plasmid. 

MiDGE; unmodfflzierter MIDGE 

M-NLS: MIDGE-NLS gekoppeft 

25 M-TAT: MIDGE mlt T-Peptld gekoppalt 

Fig.. 2 zeigt den Boosteffekt einer 2. Impfung mft 1 jag DNA nach 1 1 Wochen. Die bei 
der ersten Impfung und auch bei der zwelten Impfung ©Ingesetzte. DNA-Menge be- 
trug 1jxg DNA, Auoh hier zeigen die modlfizlarten MIDGE einen expressionsverstar 
. kenden Effekt. 
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Fig. 3zeigt die Bestlmmung der IgG .lsotypen IgG 1 und IgG 2a. Gberraschender- 
weise Ittsen mit dem T-Peptld und mit der NLS-Sequenz gekoppelte MIDGE eine 
,nach der Antlk&rpeMsotypenverteilung, zytotoxischen Immunantwort (TH1 ) aus. . 

WShrend der PrSsentatlon von Antigen durch Anttgen-PrSeenttefende Zelien (APC) 
5 aus naiven T-Helferzellen kommt es berelts zu einer PrSgung der T-Helferzellen in 
Rlchtung auf eine Th1 (zytotoxlscha) Oder Th2 (humorale) Immunantwort Be?tim- 
mend fOr dlese PrSgung 1st u.a. das ZytoklnmiKieu, in dem die Interaktlon zwisehen 
APC und Hefferzelle stattflndet, sowie die Art der an der Interaktion beteiligten Re- 
zeptoren, (Pulendran et al, Science 193, 253-258, 2001). 

10 Die Isotopenvertellung von ImmungJobin gamma (IgG) fQr ein bestlmmtes Antigen 
spiegelt die AusprSgung der gesamten Immunantwort gegen dieses Antigen wieder. 
Dabei sind IgG -1 Subtypen charakteristlsch fQr eine humorale Antwort, begleltet 
von elher verstarkten AusschQttung von Interleuklnen iL-4 und IL-10 durch aktMerte 
Lymphozyten; ein erhahter Spiegel von Subtyp IgG 2a let typisch fOr eine zelluiSre 

15; Th1 -Antwort, begleltet von erhfthter AusschQttung von IFNg und IL-12, Das Auttre- 
ten der Isotypen ist dabei nicht exklusiv, die relativen Titer k&nnen Jedoch als Indika- 
tor fOr die dominant© Art der entstandenen Immunantwort gewertet warden; 

Die intradermal Applikatlon von HbsAg-kodlerenden Plasmiden fOhrt typischerwel- 
se zu einer Th2 - typlschen Immunantwort FOr eine Reihe medizlnisch sehr rele- 

20 vaoter Krankhelten 1st allerdlngs die Erzeugung einer zytotoxischen Antwort wesent- 
l!ch t hierzu gehttren u.a. die Hepatiden, leukivirale Infektionen wie HIV sowie Infekti- 
onen mit intrazellulSren Paraslten. Insofern ist die erfindungsgemSfle Erzeugung 
elner Tb1-dominanten Immunantwort durch Peptid-gekoppelte Genexpressionsvek- 
toren nioht nur eine quantitative Verbesserung, weil mit weniger DNA ein haherer 

25 Titer errelcht wlrd. Vtelmehr handelt es sich um eine qualitative Verbesserung ge- 
genQber dem Stand der Technlk, die nach den aus der Uteratur bekannten Daten 
keineswegs zu erwarten gewesen ware. 

Der hinter dleser qualltatlven Verschlebung stehende Mechanlsmus ist dabei z.Z. 
nioht geklSrt Die Tatsache, dad die Ugandenkopptung an die mlnimalistischen Ex- 
30 pressionsvektoren zu einer Erh&hung der Reporter-Genexpression In-vitro fQhrt (Er- 
gebnisse nlcht gezelgt), sagt nlcht unbedingt eine erhdhte immunlslerung voraus, 
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noch weniger deren Th- Subtyp. Eine Verringerung der appllzlerten DNA-Menge 
sollte, wenn Oberhaupt eine Vorhersage getroffen werden kSnnte. nach derzeitigem 
Kenntnisstand durcb die Verringerung der Adjuvans-Wlrkung der zugefOhrten bakte- 
rfellen immunstlmmulatorlachen DNA-Motife zu einer Th2 - Antwort fOhren. Bel den 
untersuchten Vektoren mlt NLS-und T-Peptld 1st das Gegenteil der Fall. . 



FAXG3 N 707 " ~ — " '. ^ 



•ouooomz*. +48 89 2195 2221 5 



PatantansprUche 

Arzneimittei zur Erzeugung elner Immunantwort, bestehend aus.elnem oder 
mehreren in eukaryoten Zellen operablen Genexpressionskonstrukten, wel- 
che ein oder mebrere Antigene unter Kontrolle elner Promotersequenz ko- 
dleren, dadurch gekennzelchnet, dass mindestens. ein Oligopeptid mit dem 
Expressionskonstrukt kovalent verbunden 1st. 



2. Arzneimittei nach Anspruch 1 , wobel das Oligopeptid aina Lflnge von fOnf bis 
10 25 Amlnosfiuren hat und mindestens die H&fte der AminosSuren zuder 

. (Sruppe Lysin Oder Arginln gehflren. 
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3. Arzneimittei nach Anspruch 1, wobei das Ollgopeptid eine Kernlokalisatlons : 
sequanz tragt 

4. Arzneimittei nach den AnsprOchen 1 bis 3, wobei das Ollgopeptid die Se- 
15 quenz PKKKRKV (Prolln-Lysln-Lysln-Lysin-Arglnin-Lysin-Valln) enthglt. 

5. Arzneimittei nach den AnsprOchen 1 bis 3, wobel das QHgopeptld die Sa- 
quenz YGRKKRRQRRR enthait. 

6. Arzneimittei nach den AnsprOchen 1 bis 5, wobei das Qenexpressi- 
onskonstrukt ein linear-doppelstrdnglges DesoxyrtbonukleinsduremolekQI 1st, 

20 welches an belden Endeh des Doppelstrangs durch eine kurze Schleife elh- 

, zelstr&ngiger Nukleosidreste kovalent geschlossen 1st. 

7. Verwendung des Arznelmltteis nach Anspruch 1 bis 6 als Impfstoff. 
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